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  اﺻﻠﻲ ﺗﺮﻳﻦ(CETE ) اﻧﺘﺮوﺗﻮﻛﺴﻴﮋﻧﻴﻚاﺷﺮﺷﻴﺎﻛﻮﻟﻲ
ﻣﺸﻜﻞ ﺳﻼﻣﺖ در ﻛﺸﻮرﻫﺎي در ﺣﺎل ﺗﻮﺳﻌﻪ ﻣﺤﺴﻮب 
 در ﻣﻴﺎن ﻧﻮزادان و CETEاﺳﻬﺎل ﻧﺎﺷﻲ از . (1 )ﻣﻲ ﺷﻮد
 ﺳﻮم ﻛﻪ از ﻣﺴﺎﻓﺮان، ﺑﻪ وﻳﮋه در ﻛﺸﻮرﻫﺎي ﺟﻬﺎن
اﻣﻜﺎﻧﺎت ﺑﻬﺪاﺷﺘﻲ و درﻣﺎﻧﻲ ﭘﺎﻳﻴﻨﻲ ﺑﺮﺧﻮردار ﺑﻮده ﺷﻴﻮع 
ﺑﻴﻤﺎري اﺳﻬﺎﻟﻲ ﻣﺮﺑﻮﻃﻪ ﺳﺎﻻﻧﻪ . (2 )اي داردﮔﺴﺘﺮده
  ﺳﺎل را در ﻛﺸﻮرﻫﺎي5ﻣﻴﻠﻴﻮن ﻛﻮدك زﻳﺮ  082-004
ﺷﻴﻮع اﺳﻬﺎل . ﺛﻴﺮ ﻗﺮار ﻣﻲ دﻫﺪﺎﺗﺤﺖ ﺗدر ﺣﺎل ﺗﻮﺳﻌﻪ 
  ﻞ ﺳﻴﻞ وـــﻲ ﻣﺜـــدر ﻣﻮاﻗﻊ ﺑﻼﻳﺎي ﻃﺒﻴﻌﻫﻤﭽﻨﻴﻦ  CETE
  
ﺑﺎﺗﻮﺟﻪ  .(2،3 )ﻪ ﺳﻼﻣﺖ اﻓﺮاد را ﺑﻪ ﺧﻄﺮ ﻣﻲ اﻧﺪازدزﻟﺰﻟ
در اﻳﺠﺎد ﺗﻠﻔﺎت اﻧﺴﺎﻧﻲ و زﻳﺎن ﻫﺎي ﺑﻪ اﻫﻤﻴﺖ اﻳﻦ ﺑﻴﻤﺎري 
 ﺳﺎزﻣﺎن ﺑﻬﺪاﺷﺖ ﺟﻬﺎﻧﻲ اﻗﺘﺼﺎدي زﻳﺎد در ﺟﻮاﻣﻊ،
درﺻﺪد راﻫﻜﺎرﻫﺎي ﺗﻮﻟﻴﺪ واﻛﺴﻦ ﻣﻨﺎﺳﺐ ﻋﻠﻴﻪ اﻳﻦ 
  .(1 )ارﮔﺎﻧﻴﺴﻢ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ
 ﺗﻮاﻧﺎﻳﻲ ،CETEزاﻳﻲ ﻣﺮﺣﻠﻪ ﻣﻬﻢ ﺑﻴﻤﺎري
ﻠﻮﻧﻴﺰه ﺷﺪن اﻳﻦ ارﮔﺎﻧﻴﺴﻢ ﺑﻪ ﻣﺨﺎط روده ﭼﺴﺒﻴﺪن و ﻛ
  ﻛﻮﭼﻚ از ﻃﺮﻳﻖ ﻓﺎﻛﺘﻮرﻫﺎي ﻛﻠﻮﻧﻴﺰاﺳﻴﻮن ﻳﺎ ﻓﻴﻤﺒﺮﻳﻪ 
اﻳﻦ ارﮔﺎﻧﻴﺴﻢ ﺑﺎ ﻛﻠﻮﻧﻴﺰه ﺷﺪن در ﺳﻄﺢ روده . ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ
 :ﭼﻜﻴﺪه
ﻋﺎﻣﻞ اﺻﻠﻲ اﺳﻬﺎل ﻛﻮدﻛﺎن در ﻛﺸﻮرﻫﺎي در ﺣﺎل ( CETE) اﻧﺘﺮوﺗﻮﻛﺴﻴﮋﻧﻴﻚ اﺷﺮﺷﻴﺎﻛﻮﻟﻲ :ﻫﺪف و زﻣﻴﻨﻪ
 ﺑﻪ از ﻃﺮﻳﻖ ﺳﺎﺧﺘﺎرﻫﺎي ﺳﻄﺤﻲ ﺑﻪ ﻧﺎم ﻓﺎﻛﺘﻮرﻫﺎي ﻛﻠﻮﻧﻴﺰاﺳﻴﻮن . ﺑﺎﺷﺪﺗﻮﺳﻌﻪ و ﻣﺴﺎﻓﺮان ﺑﻪ اﻳﻦ ﻣﻨﺎﻃﻖ ﻣﻲ
 ﻓﺎﻛﺘﻮر در ﺑﺴﻴﺎري از ﻣﻨﺎﻃﻖ ﺷﻴﻮع ﻴﻚ اﻧﺘﺮوﺗﻮﻛﺴﻴﮋﻧاﺷﺮﺷﻴﺎﻛﻮﻟﻲ  .دﺼﻞ ﻣﻲ ﺷﻮﺘﻣﻫﺎي ﻣﻴﺰﺑﺎن ﻮلﻠﺳ
ﺳﺎﻳﺮ ﻓﺎﻛﺘﻮرﻫﺎي ﻛﻠﻮﻧﻴﺰاﺳﻴﻮن ﺑﻴﺸﺘﺮ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ و اﻳﻦ ﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﺗﺮﻛﻴﺐ از ( I/AFC) ﻛﻠﻮﻧﻴﺰاﺳﻴﻮن ﻧﻮع ﻳﻚ
 ﻛﺪ ﻛﻨﻨﺪه زﻳﺮ واﺣﺪ اﺻﻠﻲ آﻧﺘﻲ ژن ﻓﺎﻛﺘﻮر ﻛﻠﻮﻧﻴﺰاﺳﻴﻮن ﻣﻮﻟﻜﻮل . ﮔﺮدد ﻣﻲواﻛﺴﻦ ﻣﺤﺴﻮبﺗﻮﻟﻴﺪ ﻛﻠﻴﺪي در 
ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺑﺎ ﻫﺪف اﻳﻦ . ﺑﺎﺷﺪاﻳﻦ ﻓﻴﻤﺒﺮﻳﻪ ﻛﺎﻧﺪﻳﺪاي ﻣﻨﺎﺳﺒﻲ ﺑﺮاي واﻛﺴﻦ ﻣﻲواﺣﺪ اﺻﻠﻲ  ﺑﻪ ﻋﻨﻮان زﻳﺮ( BafC)
  .اﻧﺠﺎم ﺷﺪﺗﻮﻟﻴﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺮرﺳﻲ  و BafCﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ژن 
 از BafC  ﻓﺎﻛﺘﻮر ﻛﻠﻮﻧﻴﺰاﺳﻴﻮناﻃﻼﻋﺎت ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ژندر اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺗﻮﺻﻴﻔﻲ آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎﻫﻲ  :روش ﺑﺮرﺳﻲ
، ژن ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ﺗﻜﺜﻴﺮ و RCPﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از واﻛﻨﺶ . ﻃﺮاﺣﻲ ﺷﺪﻧﺪﺑﺎﻧﻚ ژن اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪ و ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي ﻣﻨﺎﺳﺐ آن 
 ﺑﻴﺎن ژن  و ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﺷﺪ()+(a82TEp) و ﺳﭙﺲ در ﻧﺎﻗﻞ ﺑﻴﺎﻧﻲ (T/R75ZTp)ﺳﺎزي ﺳﭙﺲ درون ﻧﺎﻗﻞ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ
  .  ﻣﻮرد ارزﻳﺎﺑﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖBafC
 ﺗﻮاﻟﻲ در ﺑﻴﺎن اﻳﻦ. ﺪ ﺷﺪﻳﻴاﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ و ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗﻮاﻟﻲ ﺗﺎ ﺻﺤﺖ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از و:ﻫﺎﻳﺎﻓﺘﻪ
 ﺑﻴﺎن a82 TEpﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺑﺮرﺳﻲ ﮔﺮدﻳﺪ اﻣﺎ ﺗﻮاﻟﻲ ﻃﺒﻴﻌﻲ در  ﻣﻴﺰﺑﺎن وﺷﺮاﻳﻂ ﻣﺨﺘﻠﻒ ﻣﺎﻧﻨﺪ دﻣﺎ، 
  .ﻧﺪاﺷﺖ
ﻛﺪون ﻫﺎي ﻧﺎدر ﭘﺸﺖ ن ﻓﺎﻛﺘﻮر ﻛﻠﻮﻧﻴﺰاﺳﻴﻮن ﻛﺪ ﻛﻨﻨﺪه زﻳﺮ واﺣﺪ اﺻﻠﻲ آﻧﺘﻲ ژ در ﻃﻮل ﺗﻮاﻟﻲ ژن :ﮔﻴﺮيﻧﺘﻴﺠﻪ
  .ﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻣﻲ ﺷﻮدﺳﺮﻫﻢ وﺟﻮد دارد ﻛﻪ ﺑﺎﻋﺚ ﻛﺎﻫﺶ ﺑﻴﺎن ا
  
  .، ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي(BafC) I اﻧﺘﺮوﺗﻮﻛﺴﻴﮋﻧﻴﻚ، زﻳﺮ واﺣﺪ اﺻﻠﻲ ﻓﺎﻛﺘﻮر ﻛﻠﻮﻧﻴﺰاﺳﻴﻮن ﻧﻮع اﺷﺮﺷﻴﺎﻛﻮﻟﻲ :واژه ﻫﺎي ﻛﻠﻴﺪي
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   و ﻫﻤﻜﺎرانزﻫﺮا اﺣﺼﺎﻳﻲ    BafCﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ژن 
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  ﻏﻠﺒﻪ ﻛﻮﭼﻚ ﺑﺮ ﻣﻜﺎﻧﻴﺴﻢ ﻫﺎي دﻓﺎﻋﻲ روده ﻛﻮﭼﻚ 
و ﺳﭙﺲ ﺑﺎ ﺗﺮﺷﺢ اﻧﺘﺮوﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﻫﺎي ﺣﺴﺎس ﺑﻪ ﻛﻨﺪ ﻣﻲ
ﺮ ﺑﻪ ﺗﺨﺮﻳﺐ ﻣﻨﺠ)TS( و ﻣﻘﺎوم ﺑﻪ ﺣﺮارت  (TL) ﺣﺮارت
اي ﻣﻴﺰﺑﺎن، ﺗﺤﺮﻳﻚ رودهداﺧﻞ ﺳﻠﻮل ﻣﺴﻴﺮﻫﺎي اﻧﺘﻘﺎل ﭘﻴﺎم 
  و اﺳﻬﺎل از روده روده و ﺗﺮﺷﺢ ﺣﺠﻢ زﻳﺎدي از ﻣﺎﻳﻌﺎت 
ﺷﻮاﻫﺪ ﻗﺎﺑﻞ ﺗﻮﺟﻬﻲ وﺟﻮد دارد ﻛﻪ ﺑﺮاي . (4،5 )ﺷﻮدﻣﻲ
   ﻛﻠﻮﻧﻴﺰاﺳﻴﻮن اﻳﺠﺎد ﻣﺼﻮﻧﻴﺖ ﻋﻠﻴﻪ اﻳﻦ ﺑﻴﻤﺎري، ﻓﺎﻛﺘﻮرﻫﺎي
ﺑﺮاﻳﻦ اﻟﻄﻴﻒ اﻳﺠﺎد ﻛﻨﻨﺪ ﺑﻨﺎﺗﻮاﻧﻨﺪ ﻣﺼﻮﻧﻴﺖ وﺳﻴﻊﻣﻲ
اﺳﺎس اﻳﻦ ﻓﺎﻛﺘﻮرﻫﺎ ﺿﺮوري ﺑﻪ ﻧﻈﺮ  ﻃﺮاﺣﻲ واﻛﺴﻦ ﺑﺮ
  .(5،6 )ﻣﻲ رﺳﺪ
ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت اﭘﻴﺪﻣﻴﻮﻟﻮژﻳﻜﻲ در ﻧﻘﺎط ﻣﺨﺘﻠﻒ 
ﻓﺎﻛﺘﻮر ﻧﻮع  52 ﻛﻪ از ﺑﻴﻦ ه اﺳﺖ ﻧﺸﺎن دادﺟﻬﺎن
 ﻓﺎﻛﺘﻮر  اﻳﻦ ارﮔﺎﻧﻴﺴﻢ،ﻛﻠﻮﻧﻴﺰاﺳﻴﻮن ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ ﺷﺪه
 اوﻟﻴﻦ ﻓﺎﻛﺘﻮر (I/AFC) ﻧﻮع ﻳﻚ ﻛﻠﻮﻧﻴﺰاﺳﻴﻮن
ﺗﺮﻳﻦ ﻓﺎﻛﺘﻮر راﻳﺞﻛﻠﻮﻧﻴﺰاﺳﻴﻮن ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ ﺷﺪه و 
ﺷﻮد و  ﻣﺤﺴﻮب ﻣﻲCETEﻫﺎي ﻛﻠﻮﻧﻴﺰاﺳﻴﻮن در ﺳﻮﻳﻪ
ﻫﺎي ﺑﻴﺎن ﻛﻨﻨﺪه اﻳﻦ ﻓﺎﻛﺘﻮر در ﻣﻨﺎﻃﻖ اﻧﺪﻣﻴﻚ ﺳﻮﻳﻪ
ژن اﻳﻦ  .(6،7 )آﻣﺮﻳﻜﺎي ﺟﻨﻮﺑﻲ و آﺳﻴﺎ ﮔﺴﺘﺮده ﻫﺴﺘﻨﺪ
ﻓﻴﻤﺒﺮﻳﻪ و ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﻣﻘﺎوم ﺑﻪ ﺣﺮارت ﺑﺮ روي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ 
 ژن 4ﺑﻴﺎن . (8،9 )اﺳﺖ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ311PTN
 ﺑﺮاي ﻣﻮﻧﺘﺎژ ﻓﻴﻤﺒﺮﻳﻪ I/AFCن  دراﭘﺮوECBAafc
 ﻳﻚ I/AFCاز ﻧﻈﺮ ﺳﺎﺧﺘﺎري ﻣﻮﻟﻜﻮل . ﺿﺮوري اﺳﺖ
واﺣﺪ  ﻣﺘﺸﻜﻞ از ﺑﻴﺶ از ﻫﺰار زﻳﺮرﺷﺘﻪ ﻣﺎرﭘﻴﭻ ﻃﻮﻳﻞ 
واﺣﺪ رأﺳﻲ   ﻣﺘﺼﻞ ﺑﻪ ﻳﻚ ﻳﺎ ﭼﻨﺪ زﻳﺮBafCاﺻﻠﻲ 
ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت اﺧﻴﺮ ﻧﺸﺎن داده . ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ EafC ﻓﺮﻋﻲ ادﻫﺴﻴﻮ
واﺣﺪ اﺻﻠﻲ   ﺑﻪ ﻋﻨﻮان زﻳﺮBafCواﺣﺪ  اﺳﺖ ﻛﻪ زﻳﺮ
در اﺗﺼﺎل ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﻫﺎي  ﺮﻳﻪ ﻧﻘﺶ ﻣﻬﻤﻲﻓﻴﻤﺒ
ﺑﺎدي   ﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ آﻧﺘﻲ(.01،11 )ﻛﻨﺪاﻳﻔﺎ ﻣﻲ روده ﺗﻠﻴﺎلاﭘﻲ
ﻪ اﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻗﺎدر اﺳﺖ از اﺗﺼﺎل ـــﻣﻮﻧﻮﻛﻠﻮﻧﺎل ﻋﻠﻴ
 ﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﻫﺎي روده اﻧﺴﺎن I/AFCﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﺑﻴﺎن ﻛﻨﻨﺪه 
ﺑﻪ زﻳﺮ واﺣﺪ اﺻﻠﻲ ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ . (21 )ﺟﻠﻮﮔﻴﺮي ﻛﻨﺪ
 و ﺷﻮد ﻓﻴﻤﺒﺮﻳﻪ ﻣﺤﺴﻮب ﻣﻲﻋﻨﻮان ﻣﺸﺨﺼﻪ آﻧﺘﻲ ژﻧﻲ
اﻳﻦ (. 6 )ﻛﺎﻧﺪﻳﺪاي ﻣﻨﺎﺳﺒﻲ ﺑﺮاي ﺗﻮﻟﻴﺪ واﻛﺴﻦ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ
ﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي و زﻳﺮ  ﺗﻜﺜﻴﺮ و ﺳﭙﺲ ﻫ ﺑﺎ ﻫﺪفﺗﺤﻘﻴﻖ
ن ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ در ﻧﺎﻗﻞ ﺑﻴﺎﻧﻲ و ﺑﺮرﺳﻲ ﺑﻴﺎن ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ژ
ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ زﻳﺮ واﺣﺪ اﺻﻠﻲ ﺟﻬﺖ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﺑﻌﺪي در زﻣﻴﻨﻪ 
  .اﻧﺠﺎم ﺷﺪﺑﺮرﺳﻲ اﻳﻤﻨﻲ ﺳﺎزي آن 
  
  :ﺑﺮرﺳﻲروش 
  : و اﻧﺠ م واﻛﻨﺶ ﭘﻠﻲ ﻣﺮﻳﺰاﺳﻴﻮنBafCﻃﺮاﺣﻲ ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﺑﺮاي ژن 
   ﺮ، ﺗﻮاﻟﻲ ژن ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ از ﺑﺎﻧﻚ ژﻧﻲﭘﺮاﻳﻤﺑﺮاي ﻃﺮاﺣﻲ 
 noitamrofnIygolonhcetoiB rof retneC lanoitaN( IBCN )
 ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪ 06) 315 ﺗﺎ 07 ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪ از و اﺳﺘﺨﺮاج
ﺟﻬﺖ ( ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ ﭘﭙﺘﻴﺪ ﺳﻴﮕﻨﺎل ﺑﻪ ﻣﺮﺑﻮط ﺗﻮاﻟﻲ اﺑﺘﺪاي
ﺑﻌﺪ از آﻧﺎﻟﻴﺰ ﻧﻘﺸﻪ . ﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ اﻧﺘﺨﺎب ﮔﺮدﻳﺪا
، ﺟﺎﻳﮕﺎه rettucbew  ﺑﺎ ﻧﺮم اﻓﺰارBafCﻣﺤﺪوداﻻﺛﺮ ژن 
 ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ ﺑﺮاي IohX و IIIdniHﻫﺎي ﻧﺰﻳﻢآﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ 
ﺑﺎ ﻛﻤﻚ .  در ﻧﻈﺮ ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪﭘﻴﺮو و  ﭘﻴﺸﺮوﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي
 ﻃﺮاﺣﻲ ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﺻﻮرت sisaNDو   ogiloﻧﺮم اﻓﺰارﻫﺎي
ﻲ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي ﻃﺮاﺣﻲ ﮔﺮﻓﺖ، ﺳﭙﺲ اﺧﺘﺼﺎﺻﻴﺖ ﺗﻮاﻟ
 tsalBﺗﻮاﻟﻲ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ﺑﺎ ﻛﻤﻚ ﻧﺮم اﻓﺰار ه ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ ﺷﺪ
ﻫﺎ ﺗﻮﺳﻂ ﺷﺮﻛﺖ ﺑﺎﻳﻮﻧﻴﺮ ﻛﺮه اﻳﻦ ﺗﻮاﻟﻲ. ﺑﺮرﺳﻲ ﮔﺮدﻳﺪ
ﻫﺎي زﻳﺮ ﺟﺎﻳﮕﺎه در ﺗﻮاﻟﻲ. )ﺟﻨﻮﺑﻲ ﺳﻨﺘﺰ ﮔﺮدﻳﺪ
ﻫﺎ ﺑﻪ ﺻﻮرت زﻳﺮ ﺧﻂ ﻧﺸﺎن داده ﺷﺪه ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ آﻧﺰﻳﻢ
  : ﭘﻴﺸﺮوﺗﻮاﻟﻲ ﭘﺮاﻳﻤﺮ.(اﺳﺖ
  5''3GAGATGTTCGAATCGTGAGTGACGTGT
  :ﭘﻴﺮوﺗﻮاﻟﻲ ﭘﺮاﻳﻤﺮ 
  '3 CTGAAACCCTAGGACTGAGCTCATAA'5
 
ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪه از آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎه  )CETEﺑﺎﻛﺘﺮي 
اﺑﺘﺪا ﺑﻪ ﻣﺪت ﻳﻚ ﺷﺐ در ( رﻓﺮاﻧﺲ، ﺑﻴﻤﺎرﺳﺘﺎن ﺑﻮﻋﻠﻲ
 73دﻣﺎي  وﻣﺎﻳﻊ ( BL )sinitreB airuL ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ
ﺳﭙﺲ ژﻧﻮم اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي . درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد رﺷﺪ داده ﺷﺪ
ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﺳﭙﺲ  و  ﺗﺨﻠﻴﺺlcaN-BATCﺑﺎ روش 
 BafCژن . (31 )اﺳﭙﻜﺘﺮوﻓﺘﻮﻣﺘﺮي ﺗﻌﻴﻴﻦ ﻏﻠﻈﺖ ﮔﺮدﻳﺪ
 ﺳﻴﻜﻞ 03ﻃﻲ ( ﺳﻴﻨﺎژن)ﻣﺮاز ﭘﻠﻲ qaTاﺑﺘﺪا ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ 
 ﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر 3اﻳﻦ واﻛﻨﺶ در ﻏﻠﻈﺖ . ﺗﻜﺜﻴﺮ ﮔﺮدﻳﺪ
  ﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر0/2 ،ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﭘﻴﻜﻮﻣﻮل از ﻫﺮ 0/4و  2lCgM
  CETE ﻧﺎﻧﻮﮔﺮم از ژﻧﻮم اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه05و   sPTNd
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 درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد ﺑﻬﻴﻨﻪ ﺳﺎزي 85دﻣﺎي اﺗﺼﺎل در 
 ﻲ واﺳﺮﺷﺘﺳﻴﻜﻞ ﺷﺎﻣﻞ ﻳﻚ RCPﺳﻴﻜﻞ ﻫﺎي  .ﮔﺮدﻳﺪ
 دﻗﻴﻘﻪ، 5 درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد ﺑﻪ ﻣﺪت 49اﺑﺘﺪاﻳﻲ در دﻣﺎي 
 49دﻣﺎي   اﺑﺘﺪاﻳﻲ درﻲ واﺳﺮﺷﺘﻣﺮاﺣﻞ ﺷﺎﻣﻞ ﺳﻴﻜﻞ 03
ﺛﺎﻧﻴﻪ، اﺗﺼﺎل ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﺑﻪ  04 درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد ﺑﻪ ﻣﺪت
 03ﮕﺮاد ﺑﻪ ﻣﺪت  درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴ85رﺷﺘﻪ اﻟﮕﻮ در دﻣﺎي 
  درﺟﻪ47ﻧﻈﺮ در دﻣﺎي  ﺛﺎﻧﻴﻪ و ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻗﻄﻌﻪ ﻣﻮرد
 ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻣﺮﺣﻠﻪ ﭘﺎﻳﺎن ﻳﻚ در  ﺛﺎﻧﻴﻪ و03ﻣﺪت ﺑﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد
  دﻗﻴﻘﻪ01ﻣﺪت  ﺑﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد  درﺟﻪ47دﻣﺎي  در ﻧﻬﺎﻳﻲ
 1 ﺑﺮ روي ژل آﮔﺎرز  RCPﻣﺤﺼﻮلدر ﻧﻬﺎﻳﺖ  .ﺑﻮد
 . درﺻﺪ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﮔﺮدﻳﺪ
 ﺑﺮاي ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺗﻜﺜﻴﺮ ژن ﻫﺪف ﺑﺎ ﺻﺤﺖ ﺑﺎﻻ
اﺳﺘﻔﺎده در واﻛﻨﺶ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي، آﻧﺰﻳﻢ ﭘﻠﻲ ﻣﺮاز ﺑﺎ 
ﺷﺮﻛﺖ  از) (ytiledifhgiH) ﺧﺎﺻﻴﺖ ﻏﻠﻂ ﮔﻴﺮي ﺑﺎﻻ
 (ufp ﭘﻠﻲ ﻣﺮاز و qaTﻫﺎي ﻣﺨﻠﻮﻃﻲ از آﻧﺰﻳﻢ)( ﻓﺮﻣﻨﺘﺎز
 4ﻏﻠﻈﺖ  واﻛﻨﺶ ﺗﻜﺜﻴﺮ در ﺷﺮاﻳﻂ. ﺑﻪ ﻛﺎر ﺑﺮده ﺷﺪ
ﭘﻴﻜﻮﻣﻮل از ﻫﺮ آﻏﺎزﮔﺮ،  0/4 و 2lCgMﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر 
 ژﻧﻮم از  ﻧﺎﻧﻮﮔﺮم05 و  sPTNdﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر 0/2
 درﺟﻪ 75در دﻣﺎي اﺗﺼﺎل  CETE ﺷﺪه اﺳﺘﺨﺮاج
ﺷﺎﻣﻞ RCP  ﻫﺎي ﺳﻴﻜﻞ. ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد ﺑﻬﻴﻨﻪ ﺳﺎزي ﮔﺮدﻳﺪ
  درﺟﻪ49دﻣﺎي  در اﺑﺘﺪاﻳﻲﻲ واﺳﺮﺷﺘ ﻣﺮﺣﻠﻪ ﻳﻚ
 ﺷﺎﻣﻞ ﻣﺮﺣﻠﻪ  ﻣﺮﺣﻠﻪ03  دﻗﻴﻘﻪ،5ﻣﺪت  ﺑﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد
 ﺑﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد  درﺟﻪ49دﻣﺎي  در اﺑﺘﺪاﻳﻲ ﺷﺪن واﺳﺮﺷﺘﻪ
 75 دﻣﺎي در اﻟﮕﻮ رﺷﺘﻪ ﺑﻪ ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﻪ، اﺗﺼﺎلﺛﺎﻧﻴ 05 ﻣﺪت
 ﻣﻮرد ﻗﻄﻌﻪ ﺗﻜﺜﻴﺮ و ﺛﺎﻧﻴﻪ 05 ﻣﺪت ﺑﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد درﺟﻪ
دﻗﻴﻘﻪ و  1 ﻣﺪت ﺑﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد درﺟﻪ 27 دﻣﺎي در ﻧﻈﺮ
 دﻣﺎي در ﻧﻬﺎﻳﻲ ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻣﺮﺣﻠﻪ ﭘﺎﻳﺎن، ﻳﻚ در ﺛﺎﻧﻴﻪ و 03
در ﻧﻬﺎﻳﺖ . ﺑﻮد دﻗﻴﻘﻪ 02 ﻣﺪت ﺑﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد درﺟﻪ 27
 ﻋﻨﻮان ﺳﻮﺑﺴﺘﺮا ﻣﻮرد ﻳﻴﺪ ﺑﻪﺎﺟﻬﺖ ﺗ RCP ﻣﺤﺼﻮل
  . ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖIRocEﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ 
  :/R75ZTp در ﻧﺎﻗﻞ BafCﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ژن 
ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﻛﻴﺖ ﺗﺨﻠﻴﺺ  RCP ﻣﺤﺼﻮل
. ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي ﮔﺮدﻳﺪ( ﺑﺎﻳﻮﻧﻴﺮ)آﮔﺎروز   از ژلAND
  ﻟﻴﮕﺎز ﺑﺮاي ﻣﺤﺼﻮل4Tواﻛﻨﺶ اﻟﺤﺎق ﺑﺎ ﻛﻤﻚ آﻧﺰﻳﻢ 
 T/R75ZTpﺧﺎﻟﺺ ﺷﺪه و ﻧﺎﻗﻞ A داراي دﻧﺒﺎﻟﻪ  RCP
اﻧﺠﺎم   درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد61  ﺳﺎﻋﺖ در دﻣﺎي8ﺪت ﺑﻪ ﻣ
ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺗﺮارﻳﺨﺘﻲ ﺳﺎزي،  ﺑﻌﺪ از اﻧﺠﺎم ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ. ﺷﺪ
ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺣﺎﺻﻞ ﺑﺎ روش ﺷﻮك ﺣﺮارﺗﻲ ﺑﻪ ﺳﻠﻮل
ﺳﭙﺲ اﻳﻦ  و اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ α5HDﺳﻮﻳﻪ iloc.E ﻣﺴﺘﻌﺪ 
 GTPI-lagX آﮔﺎر ﺣﺎوي BL ﻫﺎ ﺑﺮ روي ﭘﻠﻴﺖ ﺑﺎﻛﺘﺮي
. ده ﺷﺪﻧﺪﻛﺸﺖ دا( 08 lm/gμﻏﻠﻈﺖ)و آﻣﭙﻲ ﺳﻴﻠﻴﻦ 
 ﻫﺎي ﺳﻔﻴﺪ و ﺳﺎﻋﺖ ﻛﻠﻨﻲ21 ﺑﻌﺪ از ﮔﺬﺷﺖ ﻣﺪت زﻣﺎن
ﻫﺎي اﻳﻦ ﻧﺎﻗﻞ اﻳﻦ  وﻳﮋﮔﻲ از. آﺑﻲ رﻧﮓ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺷﺪﻧﺪ
 βﺳﺎزي در وﺳﻂ ژن  اﺳﺖ ﻛﻪ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﭼﻨﺪﮔﺎﻧﻪ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ
ﻗﻄﻌﻪ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي . ﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﻳﺪاز ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ اﺳﺖ
 در ﺟﺎﻳﮕﺎه ﭼﻨﺪﮔﺎﻧﻪ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ،ﺷﺪه در اﻳﻦ ﻧﺎﻗﻞ
 βﺑﺎ ﻏﻴﺮ ﻓﻌﺎل ﺷﺪن ژن ﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ  ﮔﻴﺮد و_آن ﺟﺎي ﻣﻲ
 ﻫﺎي ﺳﻠﻮلﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ ﻏﺮﺑﺎﻟﮕﺮي . ﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﻳﺪاز ﻫﻤﺮاه اﺳﺖ
 ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺎ ﻋﺪم ﺗﻮاﻧﺎﻳﻲ آﻧﻬﺎ در ﺳﺎﺧﺖ ANDﺣﺎوي 
ﻫﺎي  ﺳﻮﻳﻪ .ﮔﻴﺮدﺻﻮرت ﻣﻲ ﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﻳﺪاز βآﻧﺰﻳﻢ 
ﻫﺎي ﻓﺎﻗﺪ ﻧﺎﻗﻞ  ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ داري رﻧﮓ ﺳﻔﻴﺪ و ﺳﻮﻳﻪ
  . (31 ) آﺑﻲ رﻧﮓ ﺑﻮدﻧﺪ،ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ
 ﻫﺎي، از ﻛﻠﻨﻲBafCﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ژنﻳﻴﺪ ﻫﺎﺑﺮاي ﺗ
ﺳﻔﻴﺪ ﻣﻮﺟﻮد ﺑﺮ روي ﭘﻠﻴﺖ ﺑﺮداﺷﺖ ﺷﺪه و در ﻣﺤﻴﻂ 
 lm/gμﻏﻠﻈﺖ)آﻣﭙﻲ ﺳﻴﻠﻴﻦ  ﻛﺸﺖ ﻣﺎﻳﻊ ﺣﺎوي آﻧﺘﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ
 ﺑﻪ ﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲﭘﺮاﻳﻤﺮرﺷﺪ داده و ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از  (08 
اﻧﺠﺎم  RCPﻃﻮر ﻣﺴﺘﻘﻴﻢ و ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﻛﻠﻨﻲ، واﻛﻨﺶ 
 ﻣﻴﻜﺮو 05 در ﺑﺮاي اﻳﻦ ﻛﺎر ﻗﺴﻤﺘﻲ از ﻳﻚ ﻛﻠﻨﻲ .ﺷﺪ
 درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد 59ﻟﻴﺘﺮ آب ﻣﻘﻄﺮ ﻫﻤﮕﻦ و در دﻣﺎي 
 دﻗﻴﻘﻪ ﺣﺮارت داده ﺷﺪ و ﭘﺲ از ﻳﻚ اﺳﭙﻴﻦ 5ﺑﻪ ﻣﺪت 
ﻛﻮﺗﺎه، دو ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از ﻣﺎﻳﻊ روﻳﻲ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان اﻟﮕﻮ در 
ﻫﺎي ﻣﺜﺒﺖ، از ﻛﻠﻨﻲ . اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪRCPواﻛﻨﺶ 
ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از روش ﻟﻴﺰ ﻗﻠﻴﺎﻳﻲ 
 IohXﻫﺎي  ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢواﻛﻨﺶ ﺗﺨﻠﻴﺺ و
ﻫﺎ ﻧﻤﻮﻧﻪ.  ﺳﺎﻋﺖ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ6 ﺑﻪ ﻣﺪت  IIIdniHو
اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز و ﻣﻮرد  ﻫﻤﺮاه ﺑﺎ ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ
  .(31) ﺮﻓﺖﺑﺮرﺳﻲ ﻗﺮار ﮔ
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ا
  :a82 TEpدر ﻧﺎﻗﻞ ﺑﻴﺎﻧﻲ  BafC ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ژن زﻳﺮ
 ﭘﺲ از ﺗﺨﻠﻴﺺ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎي ﺑﺪﻳﻦ ﻣﻨﻈﻮر اﺑﺘﺪا
روش  ﺑﺎ a82TEp ﺑﻴﺎﻧﻲ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  و)Bafc-T/R75ZTp(
 ﻟﻴﺰ ﻗﻠﻴﺎﻳﻲ، واﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺑﺮ روي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ
ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ و ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑﻴﺎﻧﻲ، ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ
 ﺳﺎﻋﺖ در 6 ﺑﻪ ﻣﺪت IIIdniH و IohXﻣﺤﺪوداﻻﺛﺮ 
 و ﻧﺎﻗﻞ RCPﻣﺤﺼﻮل .  درﺟﻪ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ73دﻣﺎي 
 ﺑﺮش ﺧﻮرده ﺑﻌﺪ از اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺑﺮ روي ژل a82TEp
، ﺑﺎ ﻛﻤﻚ (gnitlem wol) ب ﭘﺎﻳﻴﻦآﮔﺎرز ﺑﺎ دﻣﺎي ذو
. ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺷﺪﻧﺪ( ﺑﺎﻳﻮﻧﻴﺮ )RCPﻛﻴﺖ ﺗﺨﻠﻴﺺ ﻣﺤﺼﻮل 
 8ﺮاد ﺑﻪ ﻣﺪت  درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕ61واﻛﻨﺶ اﻟﺤﺎق در دﻣﺎي 
ورده اﻳﻦ واﻛﻨﺶ ﺑﺎ روش ﺷﻮك آﺳﺎﻋﺖ اﻧﺠﺎم ﺷﺪ و ﻓﺮ
  SsyLp3ED12LB ﺳﻮﻳﻪiloc.Eﺣﺮارﺗﻲ ﺑﻪ ﻣﻴﺰﺑﺎن 
دو ﻧﻮع واﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺑﺮاي ﺑﺮش . اﻧﺘﻘﺎل ﻳﺎﻓﺖ
ﻳﻴﺪ ﺻﺤﺖ ﺎﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺗﻤﻴﺪﻫﺎي ﻧﻮﭘﻼﺳ
ﻫﺎ ﺑﺎ ﻳﻜﻲ از واﻛﻨﺶ. ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﻃﺮاﺣﻲ ﮔﺮدﻳﺪزﻳﺮ
ﻗﺮار داده  ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎ ﻫﺎ درﻫﺎﻳﻲ ﻛﻪ ﻣﺤﻞ ﺑﺮش آنآﻧﺰﻳﻢ
واﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ دﻳﮕﺮي . ﺷﺪه ﺑﻮد، اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ
 ﻛﻪ داراي ﻳﻚ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺑﺮش ﺑﺮ روي IRocEﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ 
ﻄﻌﻪ ژﻧﻲ  و ﻳﻚ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺑﺮش ﺑﺮ روي ﻗa82TEpﻧﺎﻗﻞ 
 در ﻧﻬﺎﻳﺖ ﺑﺮاي اﻃﻤﻴﻨﺎن از . ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ، اﺳﺖBafC
 ﺗﺨﻠﻴﺺ و Bafc-a82TEpﺻﺤﺖ ﺗﺮادف ژن، ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ 
  (ﭼﻴﻦ) ﺑﺮاي ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗﺮادف ﺑﻪ ﺷﺮﻛﺖ ﺷﺎﻳﻦ ژن
 .ارﺳﺎل ﺷﺪanihC eneG enihS  
  BafC-a82TEpﺑﺮرﺳﻲ ﺑﻴﺎن ﺳﺎزه ژﻧﻲ
ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ واﺟﺪ از ﻛﺸﺖ ﺷﺒﺎﻧﻪ ﺳﻮﻳﻪ
 5 ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ﺑﻪ 001ﻣﻴﺰان  Bafc-a82TEp ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ
  ﻣﺎﻳﻊ ﺣﺎوي ﻛﺎﻧﺎﻣﺎﻳﺴﻴﻦBLﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ﻣﺤﻴﻂ 
ﺗﻠﻘﻴﺢ ﮔﺮدﻳﺪ و ﭘﺲ از رﺳﻴﺪن ( 08  lm/gμﻏﻠﻈﺖ)
 ﻧﺎﻧﻮﻣﺘﺮ 006ﻣﻮج  ﻃﻮل ﻧﻮري ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ در ﺟﺬب
 (GTPI)  ﻣﻮرد اﻟﻘﺎي ﻣﺎده اﻟﻘﺎﻛﻨﻨﺪه ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر0/5 ﺑﻪ
  . ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ
 3ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺗﻮﻟﻴﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ، ﺗﻐﻴﻴﺮ 
زﻣﺎن و دﻣﺎ در ﺷﺮاﻳﻂ ﺑﻴﺎن ژن  ،GTPI ﻏﻠﻈﺖ ﭘﺎراﻣﺘﺮ
 اﺑﺘﺪا ﺑﻴﺎن ژن ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ .ﻮرد ﺑﺮرﺳﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖﻣﻫﺪف 
  درﺟﻪ73و دﻣﺎي GTPI ﻳﻚ ﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر  در ﻏﻠﻈﺖ
 ﺳﺎﻋﺖ 81،21،7،5،3،2 ﻫﺎي زﻣﺎن در ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد،
  درﺟﻪ73دﻣﺎي  ﺳﭙﺲ ﺑﻴﺎن ژن ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ در .ﺷﺪ ﺑﺮرﺳﻲ
 GTPI ﻣﺨﺘﻠﻒ ﻫﺎي ﻏﻠﻈﺖ  ﺳﺎﻋﺖ،3 زﻣﺎن و ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد
 ﺑﺮرﺳﻲ .ﻗﺮارﮔﺮﻓﺖ ﺑﺮرﺳﻲ ﻣﻮرد( 1،0/57،0/5،0/52)
 ﻳﻚ ﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ در ﻏﻠﻈﺖ
. ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ(  درﺟﻪ73،03،52)در دﻣﺎﻫﺎي  GTPI
ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ ﮔﺰارش ﺑﻴﺎن ژن ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﻓﺎﻛﺘﻮر 
ﺣﺎوي )  اﺧﺘﺼﺎﺻﻲFC ﻛﻠﻮﻧﻴﺰاﺳﻴﻮن در ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ
و ( 2lCnM ,4oSgM ﻛﺎزاﻣﻴﻨﻮاﺳﻴﺪ، ﻋﺼﺎره ﻣﺨﻤﺮ،
 ،%2ﺣﺎوي ﻋﺼﺎره ﻣﺨﻤﺮ ) ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ ﺳﻮﭘﺮ ﺑﺮاث
 از اﻳﻦ ﻣﺤﻴﻂ ﻫﺎ( 41)( %3/2، ﺗﺮﻳﭙﺘﻮن %0/5ﻛﻠﺮﻳﺪ ﺳﺪﻳﻢ 
  . اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ Bafc-a82TEpژﻧﻲ ﺳﺎزه ﺑﺮاي ﺑﻴﺎن
ﭘﺲ از اﻧﺘﻘﺎل ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ﺑﻪ ﻣﻴﺰﺑﺎن 
 و رﺷﺪ اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي روي ﻣﺤﻴﻂ اﻧﺘﺨﺎﺑﻲ، attesoR
 ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از اﻟﻘﺎء ﺷﺮاﻳﻂ ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﺮاي اﻳﻦ ﻣﻴﺰﺑﺎن
اﻳﻦ ﺳﻮﻳﻪ، ﻣﺸﺘﻘﻲ از . ﻓﺮاﻫﻢ ﮔﺮدﻳﺪ، GTPIﻛﻨﻨﺪه 
 ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ داراي SsyLp3ED12LB iloc.Eﺑﺎﻛﺘﺮي 
   ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ ANRtﭘﻼﺳﻤﻴﺪي ﺣﺎوي ژن ﻫﺎي 
آﻣﻴﻨﻪ ﻫﺎي ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﻛﺪون ﻫﺎي ﻧﺎدر را  ﻣﻲ ﺗﻮاﻧﻨﺪ اﺳﻴﺪ
ﻫﺎ ﺑﺎ ﭘﺲ از آن ﺑﺎﻛﺘﺮي. ﻣﻴﻦ ﻧﻤﺎﻳﺪﺎ ﺗiloc.Eدر 
   ، دﻗﻴﻘﻪ01 ﺑﻪ ﻣﺪت 0005mprر ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻴﻮژ دو
( 0/57 و ﭘﺎﻟﺲ %07ﻗﺪرت ) آوري و ﺳﻮﻧﻴﻜﺎﺳﻴﻮن ﺟﻤﻊ
  .اﻧﺠﺎم ﺷﺪ
  EGAP SDS اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز
وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ و ﻣﺤﻞ ﻗﺮارﮔﻴﺮي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ 
ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎي ﺑﻌﺪ از ﻫﺮ ﻛﺪام از ﻣﺮاﺣﻞ ﺑﺎﻻ و در ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 
 )EGAP-SDS(  ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده ازGTPIﻧﻤﻮﻧﻪ ﻗﺒﻞ از اﻟﻘﺎي 
، siserohportcelE leG edimalyrcAyloP -etahpluS lycedoD muidoS
 52 درﺻﺪ ﺑﺎ ﺟﺮﻳﺎن ﺛﺎﺑﺖ 21ﻏﻠﻈﺖ ژل . ﺑﺮرﺳﻲ ﮔﺮدﻳﺪ
  .ﻣﻴﻠﻲ آﻣﭙﺮ ﺑﻮد
ﺑﺮرﺳﻲ وﺟﻮد ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ در ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎي ﺑﻴﺎﻧﻲ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده 
  :ز اﻳﻤﻮﻧﻮﺑﻼت 
 در ﻧﻈﺮ ﻣﻮرد ژن ﺗﻮاﻟﻲ ﺳﺎزي ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ دﻟﻴﻞ ﺑﻪ
 دﻧﺒﺎﻟﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ داراي، TEpﺑﻴﺎﻧﻲ ﻧﺎﻗﻞ
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 ﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ ﺑﺮاي .ﻫﻴﺴﺘﻴﺪﻳﻨﻲ در اﺑﺘﺪاي ﺧﻮد ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ :BafC آﻧﺎﻟﻴﺰ ﺑﻴﻮاﻧﻔﻮرﻣﺎﺗﻴﻜﻲ ﺗﻮاﻟﻲ
 از ﺑﻴﺎﻧﻲ ﻫﺎي ﻧﻤﻮﻧﻪ در ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ وﺟﻮد ﺑﺮرﺳﻲ
  ﺿﺪ ﺑﺎدي آﻧﺘﻲ از اﺳﺘﻔﺎده ﺑﺎ اﻳﻤﻮﻧﻮﺑﻼت ﺗﻜﻨﻴﻚ
ه در ﺪ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﺷBafC و آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ gat siH
ﭘﺲ . ﺷﺪاﺳﺘﻔﺎده اﻳﺮان ﭘﮋوﻫﺸﮕﺎه ﻣﻠﻲ ﻣﻬﻨﺪﺳﻲ ژﻧﺘﻴﻚ 
  ي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ ﺑﺎ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرزاز ﺗﻔﻜﻴﻚ ﺑﺎﻧﺪﻫﺎ
، ﺑﺎ ﻛﻤﻚ ﺳﻴﺴﺘﻢ وﺳﺘﺮن ﺑﻼﺗﻴﻨﮓ EGAP-SDS 
ﻣﻮﻻر،ﺗﺮﻳﺲ  ﻣﻴﻠﻲ93ﮔﻼﻳﺴﻴﻦ )و ﺑﺎﻓﺮ اﻧﺘﻘﺎل ( daroiB)
روي ( %02درﺻﺪ و ﻣﺘﺎﻧﻮل 0/73SDS ﻣﻮﻻر، ﻣﻴﻠﻲ84
ﻛﺎﻏﺬ ﻧﻴﺘﺮوﺳﻠﻮﻟﺰ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده . ﻛﺎﻏﺬ ﻧﻴﺘﺮوﺳﻠﻮﻟﺰ ﻣﻨﺘﻘﻞ ﺷﺪ
 5وي  ﺣﺎ(02-  ﺗﻮﺋﻴﻦ%0/50 ﺑﺎ SBPﺑﺎﻓﺮ  )TSBPاز ﺑﺎﻓﺮ 
 ﺳﺎﻋﺖ 2درﺻﺪ ﺷﻴﺮ ﺧﺸﻚ در دﻣﺎي اﺗﺎق ﺑﻪ ﻣﺪت 
ﻧﻤﻮﻧﻪ ﭘﺲ از ﺳﻪ ﺑﺎر ﺷﺴﺘﺸﻮ ﺑﺎ ﺑﺎﻓﺮ . ﺑﻼك ﮔﺮدﻳﺪ
 gaT siHitnAﺑﺎدي  ﺑﻪ ﻣﺪت ﻳﻚ ﺳﺎﻋﺖ ﺑﺎ آﻧﺘﻲTSBP
 ﺑﺎ رﻗﺖ BafC-itnAﺑﺎدي  ﻳﺎآﻧﺘﻲ1/0008ﺑﺎ رﻗﺖ
 در دﻣﺎي اﺗﺎق ﻣﺠﺎور ﺷﺪ و ﭘﺲ از TSBPدر ﺑﺎﻓﺮ  1/0001
 ﺳﺎزي از ده ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘﺮ  ﺑﺮاي آﺷﻜﺎرTSBPﺷﺴﺘﺸﻮ ﺑﺎ ﺑﺎﻓﺮ 
 ﻣﻴﻠﻲ ﮔﺮم 6 ﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر ﺣﺎوي 05ﺗﺮﻳﺲ )  ﺑﺎﻓﺮ آﺷﻜﺎر ﺳﺎز
. اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ( آب اﻛﺴﻴﮋﻧﻪ01  lµدي آﻣﻴﻨﻮﺑﻨﺰﺋﻴﺪﻳﻦ و
  .(51 )واﻛﻨﺶ ﺑﺎ ﻛﻤﻚ آب ﻣﻘﻄﺮ ﻣﺘﻮﻗﻒ ﮔﺮدﻳﺪ
  
ﺑﻌﺪ از ﺑﺮرﺳﻲ ﺑﻴﺎن ژن ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ در ﺷﺮاﻳﻂ 
ﺗﺌﻴﻦ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ آﻧﺎﻟﻴﺰ ﻣﺨﺘﻠﻒ و ﻋﺪم ﺗﻮﻟﻴﺪ ﭘﺮو
 آﻧﺎﻟﻴﺰﻫﺎي. ﺑﻴﻮاﻧﻔﻮرﻣﺎﺗﻴﻜﻲ ژن ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ اﻧﺠﺎم ﺷﺪ
 اﻓﺰارﻫﺎي ﻧﺮم از اﺳﺘﻔﺎده ﺑﺎ  BafCژن ﺑﻴﻮاﻧﻔﻮرﻣﺎﺗﻴﻜﻲ
 ژن، اﻳﻦ C+G ﻣﺤﺘﻮي ﺑﺮرﺳﻲ ﻣﻨﻈﻮر ﺑﻪ ﺷﺒﻜﻪ ﺗﺤﺖ
 ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ و ANRm ﭘﺎﻳﺪاري ﻧﺎدر، ﻫﺎي ﻛﺪون وﺟﻮد
  .ﮔﺮﻓﺖ اﻧﺠﺎم( IAC )ﻛﺪون ﺳﺎزﮔﺎري ﺷﺎﺧﺺ
  
 :ﻳﺎﻓﺘﻪ ﻫﺎ
ژن ﻓﺎﻛﺘﻮر واﺣﺪ اﺻﻠﻲ آﻧﺘﻲ ﻨﻨﺪه زﻳﺮژن ﻛﺪ ﻛ
 ﺑﺪون ﺗﺮادف ﻛﺪ ﻛﻨﻨﺪه ﺳﻴﮕﻨﺎل )BafC( ﻛﻠﻮﻧﻴﺰاﺳﻴﻮن
.  ﺗﻜﺜﻴﺮ ﮔﺮدﻳﺪﭘﻴﺮوﻫﺎي ﭘﻴﺸﺮو و ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﻛﻤﻚﭘﭙﺘﻴﺪ ﺑﺎ 
 444ﺑﺮ روي ژل ﺑﺎ اﻧﺪازه A ﺎﻟﻪ ـﺑﺎ دﻧﺒ RCPﻮل ـــﻣﺤﺼ
 ﭘﺲ از ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﻣﺤﺼﻮل .ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺷﺪ
ﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪ ﺣﺎﺻﻞ  ﻧ822 و 612، ﻗﻄﻌﺎت IRocEﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ 
ﺷﺪ ﻛﻪ ﺑﻪ دﻟﻴﻞ ﻧﺰدﻳﻜﻲ اﻧﺪازه آﻧﻬﺎ ﺑﻪ ﻳﻜﺪﻳﮕﺮ ﺑﺮ روي ژل 
   (.1ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره  )ﮔﺮدﻳﺪ  ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺑﺎﻧﺪﻳﻚﺑﻪ ﺻﻮرت 
 ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ T/R75ZTpژن ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ در ﻧﺎﻗﻞ 











و ﺗﺎﻳﻴﺪ آن ( BafC)اﺣﺪ اﺻﻠﻲ آﻧﺘﻲ ژن ﻓﺎﻛﺘﻮر ﻛﻠﻮﻧﻴﺰاﺳﻴﻮن  ﻛﺪ ﻛﻨﻨﺪه زﻳﺮ و ژنRCPﺤﺼﻮل ﻣ :1ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
  (IRocE)ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ 
  (032  pb) ﻣﺤﺼﻮل ﺑﺮش ﺧﻮرده: 4ﺳﺘﻮن ،  )reddal AND pb001(ﻣﺎرﻛﺮ: 3ﺘﻮن ﺳ، (444 pb ) RCP  ﻣﺤﺼﻮل:2،1ﺳﺘﻮن
    RCPﻣﺤﺼﻮل        
  ﺑﺮش ﺧﻮرده         
 pb٠٠٣
pb٠٠١
  ۴            ٣                 ٢                ١           
  RCPﻣﺤﺼﻮل 
   444 pb 
pb٠٠۵
 
   و ﻫﻤﻜﺎرانزﻫﺮا اﺣﺼﺎﻳﻲ    BafCﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ژن 
ﺮﻫﺎي ﭘﺮاﻳﻤ، ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده ازBafCﻳﻴﺪ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ژن ﺎﺗ
ﺑﺮش . اﻧﺠﺎم ﺷﺪاز ﻛﻠﻨﻲ ﻣﺴﺘﻘﻴﻢ  RCP اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ،
  ﺣﺎﺻﻞ از T/R75ZTpآﻧﺰﻳﻤﻲ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ
 444وﻓﻮرز وﺟﻮد ﻗﻄﻌﻪ اﻟﺤﺎق، ﺑﺮ روي ژل اﻟﻜﺘﺮ
  (.2ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره  )ﻛﺮد ﻳﻴﺪﺎﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪ ﺗ
 و BafC-T/R75ZTp ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺗﻜﺜﻴﺮ وﭘﺲ از 
ﻗﻄﻌﻪ ﺑﺮش ﺧﻮرده  IohX  وIIIdniHﻫﺎي ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢﺑﺮش 
ﻪ ﺳﺎزي ﮔﺮدﻳﺪ و ﺑﻪ  زﻳﺮ ﻫﻤﺴﺎﻧa82TEpدر ﻧﺎﻗﻞ ﺑﻴﺎﻧﻲ
 اﻧﺘﻘﺎل داده Ssylp3ED12LB ﺳﻮﻳﻪ  ﻛﻠﻲﺷﺮﺷﻴﺎاﻣﻴﺰﺑﺎن 
 دو ﻧﻮع واﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺑﺮاي ﺑﺮش ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ. ﺷﺪ
ﺑﺎ ﺑﺮش  و Bafc-T/R75ZTp ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺗﻜﺜﻴﺮ وﭘﺲ از 
 ﻧﺎﻗﻞ  درﻗﻄﻌﻪ ﺑﺮش ﺧﻮرده  IohX وIIIdniHﻫﺎي آﻧﺰﻳﻢ
 زﻳﺮ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﮔﺮدﻳﺪ و ﺑﻪ ﻣﻴﺰﺑﺎن a82TEp ﺑﻴﺎﻧﻲ
.  اﻧﺘﻘﺎل داده ﺷﺪSsylp3ED12LB ﺳﻮﻳﻪ ﻛﻠﻲ ﺷﺮﺷﻴﺎا
دو ﻧﻮع واﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺑﺮاي ﺑﺮش ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ 
. ﻃﺮاﺣﻲ ﮔﺮدﻳﺪﺟﻬﺖ ﺻﺤﺖ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﺣﺎﺻﻞ 
 اﻧﺠﺎم IIIdniH و IohXﻫﺎي ﻫﺎ ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢﻳﻜﻲ از واﻛﻨﺶ
ﺑﺮ روي ژل آﮔﺎرز  ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪ 444و ژن ﻫﺪف ﺑﺎ اﻧﺪازه 
آﻧﺰﻳﻢ واﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ دﻳﮕﺮي ﺑﺎ . ﻣﺸﺎﻫﺪه ﮔﺮدﻳﺪ
و  a82 TEp  ﻛﻪ داراي ﻳﻚ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺑﺮش ﺑﺮ روي ﻧﺎﻗﻞIRocE
 اﺳﺖ، اﻧﺠﺎم و Bafcﻳﻚ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺑﺮش ﺑﺮ روي ﻗﻄﻌﻪ ژﻧﻲ 
 ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪ ﺑﺮ روي ژل ﻣﺸﺎﻫﺪه 032اي ﺑﺎ ﻃﻮل ﺣﺪود ﻗﻄﻌﻪ
ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺻﺤﺖ ورود ﻣﺤﺼﻮل (. 3ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره ) ﮔﺮدﻳﺪ
ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ در ﻧﺎﻗﻞ و ﻋﺪم ﺗﻐﻴﻴﺮات ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪ در آن ﺑﺎ ﺗﻌﻴﻴﻦ 
  .ﮔﺮدﻳﺪﻳﻴﺪ ﺎ ﺗANDﺗﻮاﻟﻲ 
ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ، اﻟﻘﺎي ﺑﻴﺎن 
ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ در دﻣﺎ و ﻣﺪت زﻣﺎن ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ و ﺗﺤﺖ 
ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺑﻴﺎن .  ﺑﺮرﺳﻲ ﺷﺪGTPIﻫﺎي ﻣﺘﻔﺎوت ﺛﻴﺮ ﻏﻠﻈﺖﺎﺗ
 ﺑﺮاي ﺑﻴﺎن اﻳﻦ در ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ ﭘﻴﺸﻨﻬﺎد ﺷﺪه ژن ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ
 ﺮﻓﺖـــﻮرت ﮔـــﺻ FCﻴﻂ ـﺮاث و ﻣﺤــﺮ ﺳﻮﭘﺮ ﺑـــژن ﻧﻈﻴ
  ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر اﻓﺰاﻳﺶ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺎيattessoRو از ﺑﺎﻛﺘﺮي 
  EGAP-SDS ﻧﺘﺎﻳﺞ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز. ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ













  (IohX، IIIdniH) ﺣﺎوي ﻗﻄﻌﻪ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ R75ZTpآﻧﺎﻟﻴﺰ ﻧﺎﻗﻞ  :2ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
ﻣـﺎرﻛﺮ : 4، ﺳـﺘﻮن (و ﻧﺎﻗـﻞ ﻫـﻀﻢ ﺷـﺪه ( 444 pb )ﻗﻄﻌﻪ ژﻧﻲ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ )رد ﻧﻈﺮ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﻧﺎﻗﻞ داراي ژن ﻣﻮ : 3،2،1ﺳﺘﻮن 
  (ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﻧﺎﻗﻞ ﺑﺪون ژن ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ)ﻛﻨﺘﺮل ﻣﻨﻔﻲ : 5، ﺳﺘﻮن (001 pb )AND
  
 ۵      ۴        ٣       ٢      ١





















  ﺣﺎوي ﻗﻄﻌﻪ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲa82TEP  آﻧﺎﻟﻴﺰ ﻧﺎﻗﻞ: 3ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
 ،(001 pb) AND ﻣﺎرﻛﺮ: 8، ﺳﺘﻮن IohX و IIIdniHﻫﺎي  ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢa82TEPﻗﻞ ﻫﻀﻢ ﺷﺪه و ﻧﺎ( 444pb)ژن ﻫﺪف :1-7ﺳﺘﻮن  
 IRocE ﺑﺎزي ﺣﺎﺻﻞ از ﺑﺮش ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ 032ﻗﻄﻌﻪ  : 01، 9ﺳﺘﻮن 
  
  
ﺗﺼﻮﻳﺮ )ﺣﺎﻛﻲ از ﻋﺪم ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﻮد 
واﻛﻨﺶ اﻳﻤﻮﻧﻮﺑﻼت ﺑﺎ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ( 4ﺷﻤﺎره 
ﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  ﻋﺪم ﺗﻮﻟﻴ gat siHوآﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﺿﺪ
  .ﻳﻴﺪ ﻛﺮدﺎرا ﺗ
  ﻧﺸـــﺎن داد، BafCﺰ ﺑﻴﻮاﻧﻔﻮرﻣﺎﺗﻴﻜﻲ ژن ـــآﻧﺎﻟﻴ
ﺗﻜﺮارﻫﺎي ﭘﺸﺖ ﺳﺮ ﻫﻢ از ﻛـﺪون ﻫـﺎي ﻧـﺎدر در ﻃـﻮل 
 14 ﺗﻘﺮﻳﺒـﺎً  CG و ﻣﺘﻮﺳـﻂ درﺻـﺪ  ﺗـﻮاﻟﻲ وﺟـﻮد دارد 
 از (IAC ) ﺷـﺎﺧﺺ ﺳـﺎزﮔﺎري ﻛـﺪون .درﺻﺪ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ 
   ﺧﺎرﺟﻲ ﻣﺤﺴﻮب ﻋﻮاﻣﻞ ﻣﻬﻢ ﺑﺮرﺳﻲ ﺑﻴﺎن ژن در ﻣﻴﺰﺑﺎن 
 0/6اﻳﻦ ﺷﺎﺧﺺ ﺣﺪود BafC ﺷﻮد ﻛﻪ در ﻣﻮرد ژن ﻣﻲ
 ﻫـﺎي ژن ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ ﻧﺸﺎن دﻫﻨـﺪه ﺗﻨﺎﺳـﺐ ﻛـﻢ ﻛـﺪون 
  اﻳـﻦ ﺷـﺎﺧﺺ در ژن ﻫـﺎﻳﻲ .ﺑﺎﺷﺪﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ ﻣﻴﺰﺑﺎن ﻣﻲ  BafC










  ﺑﺮرﺳﻲ ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻃﺒﻴﻌﻲ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ :4ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
  ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ اﻧﺪازه ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ: 3، ﺳﺘﻮن ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻗﺒﻞ از اﻟﻘﺎ: 7ﺳﺘﻮن ﻫﺎي ﺑﻌﺪ از اﻟﻘﺎ و ﻋﺪم ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺑﺎﻧﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ، ﻧﻤﻮﻧﻪ: 6،5،4،2،1ﺳﺘﻮن 
 
 ﻗﻄﻌﻪ ﻫﻀﻢ ﺷﺪه
١ ٢ ٣ ۴ ۵ ۶ ٧ ٨ ٠١٩
 
 ٠٠۵
















 ﻋﺪم ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺑﺎﻧﺪ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ
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 :ﺑﺤﺚ
 در اﻳﺠﺎد ﻣﺼﻮﻧﻴﺖ ﻧﺴﺒﺖ BafCﺑﻪ دﻟﻴﻞ اﻫﻤﻴﺖ 
ﺑﻪ ﺑﻴﻤﺎري اﺳﻬﺎﻟﻲ، در اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ اﻳﻦ ژن، در ﻧﺎﻗﻞ 
 ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي و ﺑﻴﺎﻧﻲ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﮔﺮدﻳﺪ و ﺑﻴﺎن
ﺑﺮاي . ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ آن ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ
 ﻣﺮاز ﺑﺎ ﺧﺎﺻﻴﺖ ﻏﻠﻂ ﮔﻴﺮيﺗﻜﺜﻴﺮ ﻗﻄﻌﻪ ژﻧﻲ از آﻧﺰﻳﻢ ﭘﻠﻲ
ﻣﺮاز و ﻳﻚ آﻧﺰﻳﻢ  ﭘﻠﻲqaTﻣﺨﻠﻮﻃﻲ از دو آﻧﺰﻳﻢ )ﺑﺎﻻ 
ﻻزم ﺑﻪ . اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ( ﻓﺮﻣﻨﺘﺎز( )ﺑﺎ ﺧﺎﺻﻴﺖ ﻏﻠﻂ ﮔﻴﺮي
 ﺑﺮاﺑﺮ 4) آﻧﺰﻳﻢ داراي ﺻﺤﺖ ذﻛﺮ اﺳﺖ ﻛﻪ اﻳﻦ
ﺑﺎﺷﺪ و ﻳﻲ زﻳﺎد ﻣﻲآ و ﻛﺎر(ﺑﻪ ﺗﻨﻬﺎﻳﻲ  qaTآﻧﺰﻳﻢ
 ﺧﻮاﻫﺪ ﺑﻮد Aﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﻗﻄﻌﻪ ﺗﻜﺜﻴﺮ ﺷﺪه داراي دﻧﺒﺎﻟﻪ 
 T/R75ZTpﻛﻪ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﻣﺴﺘﻘﻴﻢ آن را در ﻧﺎﻗﻞ 
ﭘﺲ از ﻃﻲ ﻣﺮاﺣﻞ  ﻖــﺗﺤﻘﻴ اﻳﻦ در. ﻛﻨﺪاﻣﻜﺎن ﭘﺬﻳﺮ ﻣﻲ
و ﺑﺮرﺳﻲ ﺑﻴﺎن )a82 TEp(  ﻞ ﺑﻴﺎﻧﻲــــﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي در ﻧﺎﻗزﻳﺮ
 ﺑﺎ  BafC ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐﭘﺮوﺗﺌﻴﻦﺑﻪ اﻳﻦ ﻧﺘﻴﺠﻪ دﺳﺖ ﻳﺎﻓﺘﻴﻢ ﻛﻪ ﺗﻮﻟﻴﺪ 
  وارد ﻛﺮدن ﺗﻮاﻟﻲ ﻃﺒﻴﻌﻲ اﻳﻦ ژن در ﺳﻴﺴﺘﻢ ﺑﻴﺎﻧﻲ
 ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺑﻴﺎن  در اﺑﺘﺪا.ﺑﺎﺷﺪ اﻣﻜﺎن ﭘﺬﻳﺮ ﻧﻤﻲ)a82 TEp(
، SsyLp 3ED 12LB ﻮل ﻣﻴﺰﺑﺎنـــﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ، از ﺳﻠ
   ﻛﻨﻨﺪهﻣﻴﺰﺑﺎن ﺑﻪ دﻟﻴﻞ داﺷﺘﻦ ژن ﻛﺪاﻳﻦ . اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ
زﻫﺎي  و ﻋﺪم وﺟﻮد ﭘﺮوﺗﺌﺎ7T saremylop ANR
  ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺳﻠﻮﻟﻲ، ﺑﺮاي ﺗﻮﻟﻴﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
ﻛﺪ  ) attesoRﻛﻪ ﻣﻴﺰﺑﺎن اﻣﺎ ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ اﻳﻦ. ﺑﺎﺷﺪﻣﻲ
ﺑﻴﺎن ( ﻫﺎي ﻛﻤﻴﺎبﻫﺎي ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﻛﺪونANRtﻛﻨﻨﺪه 
  ﻫﺎي ﻛﻤﻴﺎب را اﻓﺰاﻳﺶ ﻫﺎي داراي ﻛﺪونﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
   داراي BafC و ﺗﻮاﻟﻲ ﻃﺒﻴﻌﻲ ژن (61 )دﻫﺪﻣﻲ
ﺑﺎﺷﺪ، اﻳﻦ ﻫﻢ ﻣﻲ ﺳﺮﻫﺎي ﻛﻤﻴﺎب ﺑﻪ ﺻﻮرت ﭘﺸﺖﻛﺪون
داﺷﺖ ﻛﻪ ﺑﺎ اﻧﺘﻘﺎل ﻧﺎﻗﻞ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﻪ اﻳﻦ  اﺣﺘﻤﺎل وﺟﻮد
وﻟﻲ ﺑﺎ وﺟﻮد . ﻣﻴﺰﺑﺎن، ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ﺑﻴﺎن ﺷﻮد
ﺗﻐﻴﻴﺮات ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺘﻪ در ﺷﺮاﻳﻂ ﺑﻴﺎن در اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ، 
 ﺑﻪ .ﻳﻴﺪ ﻧﮕﺮدﻳﺪ ﺗﺎSDSﺑﻴﺎن اﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﺮ روي ژل 
ي ﻋﻠﺖ اﻫﻤﻴﺖ دﻣﺎ و ﺗﺮﻛﻴﺐ ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ در ﺑﻬﻴﻨﻪ ﺳﺎز
ﺗﻮﻟﻴﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ، در اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺑﻴﺎن 
، ﺑﻴﺎن a82TEp  در ﻧﺎﻗﻞ ﺑﻴﺎﻧﻲ BafCﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ
  ـــﺪ ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ ﻣﻨـﺎﺳﺐﻲ اﻳﻦ ژن در ﭼﻨـــﺗﻮاﻟﻲ ﻃﺒﻴﻌ
  
و دﻣﺎﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ ( htorbrepuS ,BL ,muidem FC)
 (SsyLp3ED12lB ,attesoR) ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒو ﻣﻴﺰﺑﺎن
ﺑﻪ  و ﻫﻤﻜﺎران iL uF-gnoY ﻌﻪدر ﻣﻄﺎﻟ. ﮔﺮدﻳﺪ ﺑﺮرﺳﻲ
 htorb repuSﻣﻨﻈﻮر ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ از ﻣﺤﻴﻂ 
رﺳﺪ ﺑﻪ ﻋﻠﺖ ﺑﺎﻻﺗﺮ ﺑﻮدن درﺻﺪ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ و ﺑﻪ ﻧﻈﺮ ﻣﻲ
ﺗﺮﻳﭙﺘﻮن و ﻋﺼﺎره ﻣﺨﻤﺮ در اﻳﻦ ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ 
ﻫﺎي ﺪ ﻣﻄﻠﻮب ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦـــ، ﺑﺮاي ﺗﻮﻟﻴBLﻣﺤﻴﻂ 
 ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ  ervaF.(71 )ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﻣﻨﺎﺳﺐ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ
اﻳﻦ .  ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻛﺮدFCﺮﻛﻴﺐ را در ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ ﻧﻮﺗ
اﺣﺘﻤﺎل وﺟﻮد دارد ﻛﻪ اﻳﻦ اﻣﺮ ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ وﺟﻮد ﻧﻤﻚ 
- در ﺗﺮﻛﻴﺐ اﻳﻦ ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ ﻛﻪ ﺑﻪ ﺻﻮرت ﺗﻨﻈﻴﻢ
ﻛﻨﻨﺪ، ﻫﺎﻳﻲ ﺑﺮاي روﻧﻮﻳﺴﻲ از ژن ﻣﺰﺑﻮر ﻋﻤﻞ ﻣﻲﻛﻨﻨﺪه
ﺑﺎﺷﺪ و ﺑﺎﻋﺚ ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﻪ ﺻﻮرت ﻣﻄﻠﻮب 
ﺪ ـﻪ ﭘﻼﺳﻤــــ در ﺳBafCاي در ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ(. 41) اﺳﺖﺷﺪه
ﺖ ﺗﺤ yloPtniMCkp ,4ERp ,LBtniVMCkp ﻣﺠﺰا
 VMC ﻮﺗﻲـــــ ﻳﻮﻛﺎرﻳﻫﺎيﻮرــــﭘﺮوﻣﻮﺗﺮل ـــﻛﻨﺘ
( suriv amocras suoR) VSR (surivolagemotyC)
اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﻧﺸﺎن داده ﺷﺪ ﻛﻪ اﻳﻦ در . ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﺷﺪ
ﻫﺎي اﻳﻤﻨﻲ ﻣﺨﺎﻃﻲ ﻫﺎ ﺑﻪ ﺗﻨﻬﺎﻳﻲ ﻗﺎدر ﺑﻪ ﺗﺤﺮﻳﻚ ﭘﺎﺳﺦﻧﺎﻗﻞ
  (.81) ﻧﻴﺴﺘﻨﺪ (AgIs)
ﻣﻄﻠﺐ دﻳﮕﺮي ﻛﻪ ﻣﺪ ﻧﻈﺮ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ ﻧﻮع ﻧﺎﻗﻞ 
در . و ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر آن ﺑﺮاي ﺑﻴﺎن اﻳﻦ ژن در ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﻣﺎ ﺑﻮد
( 42- 071اﺳﻴﺪﻫﺎي آﻣﻴﻨﻪ ) BafC ، ﻣﻮﻟﻜﻮل4002ﺳﺎل 
 cat ، ﺗﺤﺖ ﻛﻨﺘﺮل ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر2p-LAMpدر ﻧﺎﻗﻞ 
 اﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻪ ﺻﻮرت اﻟﺤﺎق ﺑﺎ. ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﺷﺪ
 12LB در ﻣﻴﺰﺑﺎن (PBM )nietorp gnidnib esotlaM
ﻛﻪ ﻳﻜﻲ از راﻫﻜﺎرﻫﺎي ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ اﻳﻦ. ﺗﻮﻟﻴﺪ ﺷﺪ
ﻫﺎي ﻫﺎ ﺑﺎ ژنﻫﺎي آنﻫﺎ، اﻟﺤﺎق ژناﻓﺰاﻳﺶ ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
ﺑﺎﺷﺪ، ﺑﻪ ﻧﻈﺮ ﻫﺎي اﻟﺤﺎﻗﻲ ﻣﻲﺑﺎ ﺑﻴﺎن ﺑﺎﻻ و ﺗﻮﻟﻴﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
 ﺑﺎﻋﺚ ﺑﻴﺎن اﻳﻦ PBM ﺑﺎ BafCرﺳﺪ اﻟﺤﺎق ﺷﺪن ﻣﻲ
  .(91،02 )اﺳﺖﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺷﺪه
( QKND)  ﻫﻤﺮاه ﺑﺎ ﻟﻴﻨﻜﺮBafc، 8002در ﺳﺎل 
ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي a42TEp  درEafCﺑﻪ ﺻﻮرت اﻟﺤﺎق ﺑﺎ 
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ﺷﺪ و ﭘﺲ از ﺗﻮﻟﻴﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺑﺮرﺳﻲ ﺳﺎﺧﺘﺎر، 
 ﻻزم ﺑﻪ ذﻛﺮ اﺳﺖ ﺑﻴﺎن (.71 )ﻛﺮﻳﺴﺘﺎﻟﻮﮔﺮاﻓﻲ ﮔﺮدﻳﺪ
اﻳﻦ ﻧﺎﻗﻞ . اﺳﺖ ﮔﺰارش ﺷﺪهa42TEpﻧﺎﻗﻞ  اﻳﻦ ژن در
  اﺳﺖ ﺑﺎa82TEpاز ﻧﻈﺮ ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر و ﺳﺎﺧﺘﺎر ﺑﺴﻴﺎر ﺷﺒﻴﻪ 
ﺳﺎزي ژن ﺗﺎ اﻳﻦ ﺗﻔﺎوت ﻛﻪ ﻓﺎﺻﻠﻪ ﻣﻴﺎن ﻧﺎﺣﻴﻪ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ
ﺑﺴﻴﺎر ﻛﻢ اﺳﺖ ﻛﻪ ﺑﻪ ﻋﻠﺖ ﻋﺪم  درa42TEp ﭘﺮوﻣﻮﺗﻮر 
و ﺗﻮاﻟﻲ ( SBR)وﺟﻮد ﺗﻮاﻟﻲ ﺟﺎﻳﮕﺎه اﺗﺼﺎل ﺑﻪ رﻳﺒﻮزوم 
ﻫﺎ اﻳﻦ ﻧﺎﻗﻞ را ﺑﺮاي اﻳﻦ ﺗﻔﺎوت. (61 ) اﺳﺖgaT siH
ﺳﺎزد ﺑﺪﻳﻦ ﻣﻔﻬﻮم ﻛﻪ ﺿﺮورت روﻧﻮﻳﺴﻲ ﻣﻨﺎﺳﺐ ﻣﻲ
ﻳﻦ ﻧﺎﻗﻞ، در ﺗﻮاﻟﻲ آن ﻋﻨﺎﺻﺮ دارد ﺑﺮاي ﺑﻴﺎن ژن در ا
ﻟﺬا ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ ﺧﺼﻮﺻﻴﺎت ژن و . ﺗﻨﻈﻴﻤﻲ اﻓﺰوده ﮔﺮدد
رﺳﺪ از ﻋﻨﺎﺻﺮ ﺗﻨﻈﻴﻤﻲ دﻳﮕﺮ ، ﺑﻪ ﻧﻈﺮ ﻣﻲ42 TEp a ﻧﺎﻗﻞ
ﻫﺎي ﻧﺎدر اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪه ﺑﺎﺷﺪ ﺳﺎزي ﻛﺪونو ﺷﺎﻳﺪ ﺑﻬﻴﻨﻪ
  .ﻫﺎ اﺷﺎره ﻧﺸﺪه اﺳﺖﻛﻪ در اﻳﻦ ﻣﻘﺎﻟﻪ ﺑﻪ آن
 ﻛﻪ داد ﺎنـــﻧﺸ ﻣﺎ ﺑﻴﻮاﻧﻔﻮرﻣﺎﺗﻴﻜﻲ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت
 ﻏﻨﻲ BafC ژن ﻫﺎي آﻣﻴﻨﻮاﺳﻴﺪ ﻛﻨﻨﺪه ﻛﺪ ﻫﺎي ﻛﺪون
 و ﺑﺎﺷﻨﺪ ﻣﻲ ﻧﺎدر ﻫﺎيﻛﺪون و وﺗﻴﻤﻴﻦ آدﻧﻴﻦ ﺑﺎزﻫﺎي از
 در ژن، ﺑﻴﺎن ﺗﺤﻘﻴﻖ اﻳﻦ در ﺷﺪه اﻧﺠﺎم ﺑﺮرﺳﻲ ﺑﻪ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﺎ
 ﻫﺎي روش ﻣﺤﻘﻘﻴﻦ. ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ ﻣﻤﻜﻦ ﻏﻴﺮ iloc.E ﺳﻠﻮل
 اﻳﻦ از ﻳﻜﻲ ﻛﺮدﻧﺪ، اﺗﺨﺎذ ﻣﺴﺌﻠﻪ اﻳﻦ ﺣﻞ ﺑﺮاي ﻣﺨﺘﻠﻔﻲ
 و (nodoc erar )ﻛﻤﻴﺎب ﻫﺎي ﻛﺪون ﺣﺬف ﻫﺎ روش
 iloc.E در ﻣﺘﺪاول ﻫﺎيﻛﺪون ﺑﺎ ﻣﺘﻨﺎﺳﺐ ﻫﺎ ﻛﺪون ﺗﻐﻴﻴﺮ
 از اﻳﻦ رو ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ اﻳﻨﻜﻪ ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ .(11 )ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ
 ﻏﻴﺮﻣﻤﻜﻦ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ، در ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﺑﻌﺪي از  ﺑﻬﻴﻨﻪ BafC
  BafCﺳﺎزي ﻛﺪون ﻫﺎي ﻧﺎدر و ﺳﻨﺘﺰ ﺗﻮاﻟﻲ ﺑﻬﻴﻨﻪ ﺷﺪه
ﺗﺮﻛﻴﺐ اﺳﺘﻔﺎده ﺗﻮﻟﻴﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر اﻓﺰاﻳﺶ 
  .ﺧﻮاﻫﺪ ﺷﺪ
  
  :ﻧﺘﻴﺠﻪ ﮔﻴﺮي
 ﻛﺪون ﻫﺎي ﻧﺎدر ﭘﺸﺖ BafCدر ﻃﻮل ﺗﻮاﻟﻲ ژن 
ﺳﺮﻫﻢ وﺟﻮد دارد ﻛﻪ ﺑﺎﻋﺚ ﻛﺎﻫﺶ ﺑﻴﺎن اﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ 
  .ﻣﻲ ﺷﻮد
  
  :ﺗﺸﻜﺮ و ﻗﺪرداﻧﻲ
ﻫﻤﻜﺎري دﻛﺘﺮ ﺳﻴﺪ ﻣﺤﻤﺪ ﻣﻮذﻧﻲ و ﺑﺪﻳﻨﻮﺳﻴﻠﻪ از 
دﻛﺘﺮ ﻋﻠﻲ ﻫﺎﺗﻒ ﺳﻠﻤﺎﻧﻴﺎن ﻛﻪ در ﭘﻴﺸﺒﺮد اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ ﻣﺎ را 
  . ﻗﺪرداﻧﻲ ﻣﻲ ﮔﺮددوﻳﺎري دادﻧﺪ ﺗﺸﻜﺮ 
  
  :ﻣﻨﺎﺑﻊ
 veR trepxE .iloc aihcirehcsE cinegixotoretne tsniaga seniccaV .J saiboT ,MA mlohrennevS .1
 .408-597 :)6(7 ;8002 .eniccaV
 ni iloc aihcirehcsE cinegixotoretnE .BR kcaS ,SA euquraF ,MA mlohrennevS ,F irdaQ .2
 .noitneverp dna tnemtaert ,serutaef lacinilc ,ygoloiborcim ,ygoloimedipe :seirtnuoc gnipoleved
 .38-564 :)3(81 ;5002 .veR laiborciM nilC
 dna aehrraid detaicossa iloc aihcirehcsE cinegixotretne fo ecnelaverP .V gnilrE ,C sarenneW .3
 .28-073 :)4(22 ;4002 .rtuN lupoP htlaeH .dlrow gnipoleved eht ni etats reirrac
 dna hcraeser fo stcepsa yrotarobal dna lacinhcet ni secnavda :iloc aihcirehcsE cinegixotoretnE .4
 5-29:)01(38;7 raM 8002 .ceR loimedipE ylkW :seniccav fo tnempoleved
 .H dnalsnietS ,H tlefremmoS ,A oksaR ,PG nosnuM ,RP egdiwraH ,MJ nietsnekcelF .5
 ;0102 .tcefnI borciM .noitcefni iloc aihcirehcsE cinegixotoretne fo smsinahcem raluceloM
 .89-98 :)2(21
 fo sisylanA .eettimmoc trepxe lacinhcet CETE coH dA .T odaugA ,D eleetS ,IR reklaW .6
 .E cinegixotoretne tsniaga seirtnuoc gnipoleved ni stnafni etaniccav yllufsseccus ot seigetarts
 .66-5452 :)41(52 ;7002 .eniccaV .esaesid )CETE( iloc
 noitazinoloc ,spuorgores H dna O fo snoitaicossa dna ,noitubirtsid ,ecnerruccO .KM floW .7
 :)4(01 ;7991 .veR loiborciM nilC .iloc aihcirehcsE cinegixotoretne fo snixot dna snegitna rotcaf
 .48-965
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Background and aims: Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) is the main cause of diarrhea 
in children in developing countries and also in travelers to these areas. ETEC attaches to host 
cells via filamentous bacterial surface structures, known as colonization factors. 
Epidemiological studies suggest that the prevalence of CFA/I is higher than other colonization 
factors. CFA expressed by ETEC and so represents an important component of any vaccine. 
Investigation supposed that CfaB as a major subunit of fimbriae is an appropriate candidate for 
vaccine preparation. In the present study we investigated cloning and expression of CfaB. 
Methods: In this descriptive study, information about CfaB gene was obtained from gene bank 
and appropriate primers were designed accordingly. Genomic PCR reaction was performed and 
its product (CfaB gene) was cloned into pTZ57R/T cloning vector and then subcloned pET28a 
expression vector. CfaB gene expression was evaluated.  
Results: Cloning was confirmed by using restriction enzyme and sequencing. Expression of 
recombinant protein was determined in different conditions (time, media, and host), but native 
gene inserted in pET28a was not expressed.  
Conclusion: Native gene employs tandem rare codon which can reduce the efficiency of 
expression. 
 
Keywords: Cloning, Colonization factor antigen I major subunit (CfaB), Enterotoxigenic 







Cite this article as: Ahsaee Z, Salimian J, Nazarian Sh, Khalesi R, Olad GhR, Amani J. [Cloning, 
bioinformatics study and evaluation expression of gene of enterotoxigenic Escherichia coli CFA/I 






Biological Sciences Dept., Basic Sciences Faculty, Imam Hosein University, Tehran, Iran. Tel: 0098- 
              09125757102, E-mail:jafarsalimyan@yahoo.com  
  82
